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Über das natürliche d-Glutaminsäure-polypeptid. 
Von Viktor Bruckner und Margarete Kovács Oskolás. 
(Eingegangen am 16. März 1943.) 
Vor einigen Jahren berichtete der eine von uns in Ge-
meinschaft mit G. Ivdnovics1 über die Isolierung der immun-
spezifischen Kapselsubstanz des Milzbrandbacillus und der mit 
dieser identischen spezifischen Substanz der Mesentericus-
bacillen. Diese Substanz Hess sich über ihre, in Wasser schwer 
lösliche Metallsalze (z. E. Kupfer-II-, Quecksilber-II-salz), wei-
terhin durch Dialyse weitgehend reinigen und war in dieser 
Form als chemisch einheitlicher Stoff zu betrachten, der eine 
stickstoffhaltige, hochmolekulare, mehrwertige Säure darstellt 
und durch folgende Analysenzahlen gekennzeichnet ist: Ge-
samtstickstoff 10.4%, Aminostickstoff 0.2%, Säureaequivalent 
147.7, Aschegehalt 2.3%, [ « ] + 21.1°. 
Da die Substanz keine Eiweissreaktion (z. B. Biuret) gab, 
war das Ergebnis ihres hydrolytischen Abbaues um so über-
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raschender. Durch Hydrolyse mittels starker Salzsäure konnte 
man nämlich aus 1.8 g Substanz 2.2 g optisch vollkommen 
reines d(—)-Glutäminsäure-hydrochlorid gewinnen. Dieses Er-
gebnis, wie auch die Inbetrachtnahme anderer chemischen und 
einiger physikalischen Eigenschaften der Substanz, führte zur 
Annahme, dass in ihr ein d(—)-Qlutaminsäure-polypeptid vor-
liegt. 
Dieser Befund war so aus immunologischem, wie auch 
aus chemischem Standpunkt bemerkenswert; denn erstens: 
konnte die weitgehende Parallelität zwischen Virulenz und Kap-
selbildungsfähigkeiit der Anthrax-Stämme dadurch sehr gut 
gedeutet werden, dass die Qrundsubstanz- der Kapsel als 
d-Polypeptid die Bacillenkörper gegen den Eingriff der 1-poly-
peptid-spezifischen Proteasen höherer Organismen weitgehend 
schützt, und zweitens: wurde zum ersten Mal gezeiglt, dass 
d(—)-Glutaminsäure auch natürlich vorkommt, weiterhin, dass 
aus einer einzigen Aminosäure " aufgebaute Polypeptide, die 
bisher nur als Kunstproduklte bekannt waren, auch als Natur-
produkte vorzufinden sind. 
Auf Grunde der oben angeführten Befunde liessen sich 
auf die Konstitution der Substanz ziemlich weitgehende Schlüsse 
ziehen, die eigentlich schon durch die Feststellung, dass die 
Substanz ein hochmolekulares Polypeptid der d(—)-Glutamin-
säure darstellt, zwangsweise gegeben waren. Ernst in Erwe-
gung kamen nur die Formeln I und II: 
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Es wurde früher — nicht ganz willkürlich, aber eigentlich 
ohne Beweis — Formel I als die wahrscheinlichere angenom-
men. Wir möchten nun für diese Formel vier Argumente her-
vorheben: 1. Die a-ständige; Carboxylgruppe der Glutamin-
säure ist der Regel nach etwas reaktionsfähiger als die y-stän-
dige; dafür spricht z. B. die Bildung des einheitlichen Mono-
esters2, ferner die zum Isoglutamin führende Aufspaltung des 
Glutaminsäureanhydrids durch Ammoniak3, usw. Es ist somit 
wahrscheinlich, das s die Kuplung der Aminosäurereste auch in 
vivo durch die reaktionsfähigere a-ständige Carboxylgruppe 
erfolgt ist. 2. Von den zwei isomeren Glutaminyl-glutaniin-
säuren (III und IV) zeigt nach Beobachtungen von /Vi. A. 
Blanchetière4 nur Verbindung IV eine positive Biuretreakition. 
Da die Biuretprobe bei unserem Polypeptid negativ ausfiel, so 
muss in ihm das Peptidnindungsprinzip vom Typ III. angenom-
men werden. 3. Das von der Aminogruppe weiter entfernete, 
zweite Carboxyl einer Amino-dicarbonsäure ist in den Prote-
inen nicht peptidartig verknüpft, sondern liegt als Säureamid-
gruppe vor5; Glutaminsäurereste sind also in den Proteinen so 
eigebaüt, wie dies bei Formel I mit den Zwischengliedern (in 
der Formel eingeklammert) der Fall ist. 4. Der negative Cha-
rakter der Strömungsdoppelbrechung des Polypeptids (s. un-
ten) lässt sich auch eher mit Formel I erklären. 
Die Frage des Molekulargewichtes liess sich aus dem 
Wert des Aminosfäckstoffes nicht ohne Vorbehalt lösen. Man 
kam zum Ergebnis, dass das Polypeptid aus 40—50 Glutamin-
säureresten aufgebaut ist, also sein Molekulargewicht unge-
fähr 5500—6700 beträgt. Da nun der Wert des Aminostick-
stoffes sehr niedrig (0.2.% ) ist, so darf das Ergebnis der 'Mole-
kulargewichtberechnung nur mit Vorbehalt angenommen wer-
den, da die- Fehlergrenze der angewandten Van S/yfee-schen 
Aminostickstoff-Bestimmung zu schwer in die Waage fällt. 
Es drängt sich nun die Frage áuf, wie die vermutete 
Formel (I) und das aus dem Arriinostickstoff berechnete Mole-
kulargewicht mit der Säureaequivalentzahl des Polypeptids zu 
vereinbaren ist? Alkalimetrische 'Bestimmungen ergaben die 
Aequivalentzahl 147.7. Diese ist um rund 12% höher als die 
berechnete, die im Falle von X = 4 0 den Wert 126.4 bei 
X = 50 aber den Wert 126.9 zeigt. Selbstredend hängt die 
147 
Aequivalentzahl beim Polypeptid von der Molekulargrösse ab, 
mit der sie allmählich ansteigt, man kann sich aber durch eine 
einfache Rechnung überzeugen, dass bei der Qrössenordnung 
des in Betracht kommenden Molekulargewichtes die Aenderung 
der Aequivalentzahl mit dem Molekulargewicht praktisch kaum 
mehr in Frage kommt. In Abbild. 1. haben wir die Aenderung 
der Aequivalentzahl mit der ansteigenden Gliederzahl des Poly-
peptids graphisch dargestellt; man sieht, dass die Aequivalent-
zahl nur bei unendlich grosser Gliederzahl den Maximalwert 
von 129.1 (d. h. die Aequivalentzahl des Zwischenradikals) er-
reichen könnte.̂  Selbst dieser, bei einer genügend hohen Glie-
derzahl praktisch erreichbare Maximalwert zeigt aber eine 
erhebliche Abweichung vom experimentell ermittelten Wert. 
•10 SO 100 ISO ZOO 
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Abbild. 1. 
Änderung der Säureaequivalentzahl mit der Qliederzahl des Polypeptids. 
Zur Erklärung dieser Abweichung könnte man einerseits den 
Aschegehalt, anderseits die Möglichkeit von stellenweise ein-
gebauten Pyrrolidonringen (V) heranziehen. Die Möglichkeit 
derartiger Zwischenglieder ist nicht nur durch die L.eichtigkeit 
der Bildung von Pyrrolidoncarbonsäure (Pyroglutaminsäure) 
aus Glutaminsäure geboten6, sondern auch dadurch augen-
scheinlich, dass das aus Glutaminsäure erhältliche tricyclische 
Cyclopeptid, welchem M. A. Blanchetierei ,die Formel VI zu-
schreibt, ebenfalls sekundäre Säureainidgruppen enthält. 
Immerhin könnte auch die 'Möglichkeit bestehen, dass 
ausser der Glutaminsäure auch andere Glieder (z. B. einba-
sische Aminosäuren) in die Polypeptidkette eingebaut wären; 
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dieser Umstand würde sich auch in einer höheren Aequivalent-
. zahl auswirken. Die Fassung derartiger Glieder aus dem 
Hydrolysat bietet aber erhebliche Schwierigkeiten, da sie nur 
in verschwindend kleiner Menge anwesend sein könnten. Dies 
erhellt schon aus dem Umstand, dass aus 1.8 g Polypeptid 2.2 
g Glutaminsäure-hydrochlorid herausgewonnen werden konnte, 
während die berechnete Menge für ein aus 48 Glutaminsäure-
resten aufgebautes Polypeptid 2.55 g Hydrochlorid ist. Zieht 
man noch den bei der Isolierung des Hydrochlorids unvermeid-
lichen Verlust in Betracht, so ist hier eine derartige Überein-
stimmung zu verzeichnen, die höchstens verschwindend kleine 
Mengen „fremder" Aminosäuren zulässig macht. Trotzdem ha-
ben wir das Filitrat der Glutaminsäure-hydrochlorid-Krystalli-
sation auf andere Aminosäuren untersucht, wir konnten aber 
auf diese Weise keine anderen Bausteine des Polypeptids nach-
weisen. Besonders grosses Gewicht wurde auf den Nachweis 
von d(+)-Prolin gelegt, und zwar aus 2 Gründen: erstens be-
steht zwischen Prolin und Glutaminsäure ein genetischer Zu-
sammenhang, zweitens konnten W. A. Jacobs und C. CraigT 
eben d(+)-Prolin, welches in seiner rechtsdrehenden Modifika-
tion bis damals für „unnatürlich" galt, aus dem Hydrolysat des 
Ergotinins, also eines Naturproduktes, abtrennen. 
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Wir haben das Prolin in Form seines schwerlöslichen 
Rhodanilates, das erstmals von M. Bergmann8 zu seiner Isolie-
rung empfohlen wurde, aus dem Polypeptid-Hydrolysat abzu-
scheiden und somit nachzuweisen versucht. Zu diesem Zwecke 
wurde das salzsaure Hydrolysat von 2 g Polypeptid trocken ge-
dampft und der krystalline Rückstand aus konz. Salzsäure um-
gelöst. Dadurch war die Hauptmenge der Glutaminsäure als 
Hydrochlorid abgetrennt. Das Filtrat wurde nun trocken'ge-
dampft, der geringe Rückstand in Wasser gelöst, dann einge-
dampft, nachher mit wenig Natriumacetat versetzt und aber-
mals eingedampft. Dier so erhaltene Rückstand sollte (ausser 
NaCl und Natriumacetat) Glutaminsäure und — wenn vor-
handen — Prolin enthalten. Da letzteres in abs. Alkohol löslich 
ist, wurde der Rückstand mit abs. Alkohol ausgezogen und der 
Rückstand dieser Lösung — nach entsprechender Vorbereitung 
— mit Ammoniumrhodanilat geprüft1. Auf diese Weise konn-
ten wir keine Spur von Prolin nachweisen. 
Um die noch offenen Strukturfragen der einwandfreien 
Beantwortungsmöglichkeit näher zu bringen, haben wir vor 
allem eine noch eingehendere Reinigung des Polypeptids an-
gestrebt. Aus diesem Grunde wurde ein Praeparat, das in a. a. 
0 1 beschriebener Weise als reinstes Endprodukt gewonnen 
worden war, im Pauly-Apparat der andauernden Elektrodialyse 
unterworfen. Die Arbeitsweise war folgend: 1 g Polypeptid 
wurde in 70 cm3v dest. Wasser gelöst, die Lösung mit* 2 Tropfen 
verdünnter Schwefelsäure versetzt und mit einer Stromstärke 
von 10 mamp. 24 Tage, unter Anwendung von Cellophanmem-
branen, dialysiert. Durch die äusseren Kammern des Appara-
tes Hessen wir in fortwährendem Strom täglich 30—40 1 dest. 
Wasser fliessen, wobei in den letzten Tagen Leitfähigkeits-
wasser zur Anwendung gelangte. Nach der Dialyse wurde die 
Lösung bei Unterdruck eingedampft, der gelatinartige Rück-
stand einige Tage im Vacuumexsiccator über Calciumchlorid 
aufbewahrt, dann zerpulvert und bei 30—40° in der Trocken-
pistole über Phosphorpentoxyd bei 2 mm bis zur Gewichtkon-
stanz getrocknet. Letztere Operation nahm einige Wochen in 
Anspruch. 
Die mittels Elektrodialyse gereinigte Substanz lieferte 
folgende Analysenwerte: C 45.30—45.51%, H 5.88—5.84%, 
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Qesamtsickstoff 10.24%, Aminostickstoff 0.50%, Asche 0.60%; 
Aequivalentzahl : a) alkalimetrisch bestimmt 139.9, b) elektro-
rnetrisch bestimmt 132.0. 
Vergleicht man einige dieser Werte mit den früher gewon-
nenen (s. oben), so lässt sich vor allem feststellen, dass der 
Aschegehalt durch Elektrodialyse bis fast auf den viertel Teil 
herabgedrängt werden konnte. 'Man muss aber auch zugeben, 
dass die andauernde Elektrodialyse auf die Substanz nicht 
ganz ohne schädliche Wirkung war. Ihr serologischer Titer blieb 
zwar unverändert, jedoch stieg der Wert des Aminostickstoffes 
von 0.23% auf 0.50%, ein Zeichen dafür, dass schon eine — 
wenn auch ganz geringe — Hydrolyse stattgefunden hat. Die-
ser Wert des Aminostickstoffes kann somit zur Molekularge-
wichtberechnung kaum mehr herangezogen werden. — Der Wert 
der Aequivalentzahl wird auch schon durch eine geringe Hydro-
lyse ziemlich stark beeinflusst, so dass man das Sinken dieses 
Wertes nicht nur dem Entfernen der Aschebestandteile, sondern 
zum Teil auch der partiellen Hydrolyse zuschreiben muss. Aber 
auch unbeachtet des letzteren bleibt weiterhin die Tatsache be-
stehen, dass die Aequivalentzahl für ein Glutaminsäurepoly-
peptid etwas zu hoch ist, was kaum mit dem geringeren Asche-
gehalt erklärlich wäre. Die Annahme von stellenweise einge-
bauten Pyroglutaminsäureresten scheint also auch weiterhin 
berechtigt zu sein. 
Um eine weitere Stütze der Berechtigung dieser Annahme 
geben zu können, haben wir die Ultraviolett-Absorptionsspektra 
einiger Verbindungen und des Polypeptids mit einander vergli-
chen. Nun standen wir aber auch hier vor einer Schwierigkeit, 
da in der Molekel des Polypeptids Pyrrolidonringe erwartungs-
gemäss im Verhältniss zu den offenkettigen Glutaminsäureres-
ten nur sehr vereinzelt eingebaut sein können und somit zum 
spektralen Nachweis dieser Gruppe eine derart konzentrierte 
Lösung des Polypeptids nötig wäre, die man nicht herstellen 
konnte. Die in Abbild. 2. abgebildeten Kurven zeigen allerdings, 
dass das Spektrum des Polypeptids im untersuchten Wellen-
bereich nicht den geradlienigen Verlauf des Spektrums der 
Glutaminsäure und der Glutaminyl-glutaminsäure zeigt, es ist 
aber auch keine Übereinstimmung mit der Absorptionskurve 
der Pyroglutaminsäure zu verzeichnen, was übrigens auch nicht 
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zu erwarten war. Eine richtige Vegleichsverbindung wäre 
eigentlich die Pyroglutaminyl-glutaminsäure (oder noch eher 
ein synthetisches Pyroglutaminyl-glutaminsäure-oligopeptid) 
gewesen, trotz vielen Bemühungen gelang es uns aber nicht 
diese Substanz darzustellen. 
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Abbild. 2. 
Lichtabsorption in wässriger Lösung. 
(Konzentration: Pyroglutaminsäure und Glutaminylglutaminsäure 0.1-mol, 
Glutaminsäure 0.05-mol, Polypeptid 1.29-pröz., 'd. i. 0.1-mol auf die Gluta-
minsäureglieder berechnet.) 
Zu einem merkenswerten Ergebnis führte die Untersu-
chung der Strömungsdoppelbrechung einer 10-proz. wässrigen 
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Lösung des Polypeptids. Diese Untersuchung verdanken wir 
Herrn Doz. M. Gerendás, der zu. diesem Zwecke einen von ihm 
konstruierten Apparait9 verwendete. Nach seinen Untersuchun-
gen zeigte die wässrige Lösung des Polypeptids eine sehr deut-
liche Strömungsdoppelbrechung (Abbild. 3.) und wies hierbei 
einen negativen Charakter auf. Dadurch ist einerseits die lang-
gestreckte Struktur erwiesen, — die übrigens auch mit der 
Eigenschaft des Polypeptids in Einklang steht, dass seine wäss-
rige Lösung schon bei kleiner Konzentration hochviskos ist, — 
anderseits (wegen des negativen Charakters des Phenomens) 
die Annahme wiederholter, nicht zu kurzer Seitenketten zwin-
gend geboten. Die schematisiert projizierten Raumbilder von 
Formel, I (Abbild. 4, oben) und II (Abbild. 4, unten) lassen sofort 
erkennen, dass eine Strömungsdoppelbrechung vom. negativen 
Charakter eher mit Formel I zu erklären wäre, da nur bei die-
ser von einer ausgesprägten Kammstruktur die Rede sein kann. 
Abbild. 3. 
Strömungsdoppelbrechnuns des Polypeptids 
in 10-proz. wässriger Lösung. 
E. Pacsu10 hat vor einigen Jahren die thermische Autokon-
densation des Qlycin-tripeptid- und hexapeptid-methylesters 
untersucht und gefunden, dass die schon von Th. Curtius11 und 
£. Fischer12 beobachtete Polypeptidbildung immer nur aus den 
gleichen Peptiden nach einem bimolekularen Reaktionstyp hep 
vorgeht. Erhitzt man z. B. Diglycyl-glycin-methylester, so ent-" 
steht unter Austritt von Methanol vorerst das Hexapeptid-me-
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O CO - Gruppen. • COOH- Gruppen 
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Abbild. 4. 
thylester, welches dann durch eine bimolekulare Kondensation 
in das Dodekapeptid-ester übergeht, während die Bildung eines ' 
Nonapeptid-esters nicht beobachtet werden kann, also eine 
Kondensation zwischen Hexapeptid-ester und Tripeptid-ester 
nicht stattfindet. Diese eigentümliche Gesetzmässigkeit konnte 
bis zum 96-Peptid verfolgt werden und somit Hess sich die Glie-
derzahl der durch Autokondensation erhältlichen Polypeptide 
durch die Formel 3X2n charakterisieren, wo n eine ganze Zahl 
bedeutet. Es drängt sich nun die Frage auf, ob sich bei unserem 
nativem Polypeptid die Gliederzahl auch mit dieser Formel 
wiedergeben lässt? Eine sichere Antwort auf diese Frage könnte 
nur dann erteilt werden, wenn das Molekulargewicht des Poly-
peptids schon einwandfrei bestimmt wäre. Trotzdem dies nicht 
der Fall ist,'möchten wir doch schon eine Tabelle anführen, in 
der die berechnete Zusammensetzung des 48-Peptids (Glieder-
zahl = 3 X 2 4 ) mit den gefundenen Analysenwerten verglichen 
wird; eine gu;t annähernde Ubereinstimmung ist ganz augen-
scheinlich : 
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2.20 g 6087**** 
Ber. 46.38 5.48 10.82 0 . Ï2 126.5 2 . 55g 6215 
Weitere Untersuchungen sind im Gange. 
Die spektrographischen Aufnahmen wurden von Frl. E. 
Major und Hrn. L. Nemethi durchgeführt; es sei ihnen auch an 
dieser Stelle gedankt. 
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